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Аннотация: Вследствие или аварий на нефтепроводах, при добыче и транспортировке в 

России ежегодно теряется около 1,5 млн т нефти. В 80% случаев загрязнению подвергается 

почва [1]. При загрязнении почвы нефтепродуктами изменяются её физические и 

морфологические свойства, нарушается воздухообмен, затрудняется поступление воды, 

питательных веществ, необходимых для жизнедеятельности почвенных животных и 

растений [2, 3]. Почвы теряют своё плодородие и сельскохозяйственное значение [4, 5]. В 

качестве нефтедеструктора мы планируем применять штамм R. erythropolis DCL14, так как 

он был описан как способный разлагать широкий спектр токсичных соединений, таких как 

н – алканы и ароматические соединения, мазут и моторное масло, даже в солёных водах и 

иных экстремальных условиях [22, 31, 32, 10]. 

Материалы и методы решения 

1. Физические методы: первичная уборка с помощью техники и последующая утилизация 

нефтепродуктов на специализированных предприятиях. 

2. Биоремидиация: Инокуляция нефтезагрязнённой почвы ризосферными штаммами 

углеводородокисляющих микроорганизмов (УОМ) приводит к изменению её 

биологических свойств, по сравнению с неинокулированной почвой [27]. При внесении 

штаммов R. erythropolis 108, А. guillouiae 112, А. guillouiae 114 и их консорциума в 

нефтезагрязнённой почве, как правило, происходит активация оксидоредуктазных 

ферментов и повышение эмиссии СО2 [12]. Соответственно, процессы, которые в 

природных условиях затягиваются на десятилетия, при использовании выделенных нами 

штаммов УОМ происходят в течение 2 – 3 месяцев и приводят к восстановлению основных 

биологических свойств почвы. Для ускорения процесса самоочищения в настоящее время 

применяют углеводородокисляющие микроорганизмы (УОМ), обладающие повышенной 

способностью к деградации ксенобиотиков [6–8]. Однако многие биопрепараты не 

способны осуществлять свою жизнедеятельность в условиях крайнего севера, к примеру 

штамм А. guillouiae, выживает при температуре от 10°C до 42°C, оптимальными же 

температурами для жизнедеятельности данной бактерии являются от 26°C до 28°C [13]. 

Температурные диапазоны различных штаммов – нефтедеструкторов приведены в таблице 

1.  

Таблица 1. (Температурные режимы штаммов) 

Название штамма - 

нефтедеструктора 

 

Температура выживания 

штаммов 

Эффективная температура 

Rhodococcus erythropolis 

108 

От +4 до +37 °C От +20°C до +35°C 

Acinetobacter guillouiae 

112 

От +10°C до +42 °C От +25°C до +35°C 

Acinetobacter guillouiae 

114 

От +10°C до +42 °C От +25°C до +35°C 
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Rhodococcus erythropolis 

DCL14 (не 

адаптированный) 

От +4 до +37 °C От +20°C до +35°C 

Rhodococcus erythropolis 

DCL14 

(адаптированный) 

От -3 до +37°C От +2°C до +30°C 

 

Климат севера Тюменской области: Для многих штаммов, лимитирующим фактором в 

условиях севера Тюменской области будет являться температура. К примеру побережье 

Ямала находиться в температурных условиях ниже 0°C, 8 месяцев в год (Рисунок 1) [18]. 

Это препятствует практическому использованию многих штаммов.  

 

Рисунок 1. Климатическая диаграмма ЯНАО. Ось абсцисс – месяцы. Оси ординат: левая – 

температура воздуха; правая – количество выпавших осадков.  

Особенности нашего метода биоремидиации: Большинство биопрепаратов из различных 

штаммов действуют при температуре от + 4 °C до + 37 °C.  Однако климатические условия 

севера России не позволяют эффективно использовать препараты с вышеуказанной 

температурой действия. Наш метод предлагает использовать адаптированные штаммы 

бактерий к конкретным условиям среды, таким как рН, температура, содержание 

различных ионов. Адаптацию штамма R. erythropolis к экстремальным условиям 

планируем проводить способом поэтапной адаптации. Как только клетки становятся 

способными расти в условиях, ранее не допускавших роста неадаптированных клеток, их 

используют для инокуляции свежей среды, инкубированной в более жестких условиях [10]. 

На рисунке 2 приведены кривые выживаемости штамма R. Erythropolis, и его 

адаптированной версии [10]. По графикам видно, как адаптация (к примеру, по 

температуре) позволяет расширить зону толерантности.  Проводить адаптацию планируем 

постепенным понижением температуры с постепенным сдвигом по другим лимитирующим 

факторам (рН, ионы). Для посева клеток микроорганизмов в чашки Петри будем 

использовать устройство «пуассонер», который обеспечивает более равномерное 

(пуассоновское) распределение колоний на поверхности питательной среды [19]. Будем 

использовать среду модифицированного состава Сотона [11].  

 



 

Рисунок 2. Графики выживаемости штаммов в различных условиях. 

С целью более эффективного поглощения нефтепродуктов с водной поверхности нами 

предложено использовать залюченные в целлюлозные нити. Так как бактерии сами по себе 

слабоподвижны и не поплывут в сторону разлива нефтяного пятна сами. С помощью 

обработанной особым образом целлюлозы нефть будет сорбироваться внутрь структуры 

полисахарида, а адаптированный штамм R. Erythropolis будет проводить метоболическую 

деструкцию нефтепродуктов. Методология обработки целлюлозы схожа, несмотря на 

использование различного сырья, содержащего целлюлозу (Растительное сырьё). 

Используется 1 – 3 % раствор серной кислоты, при температуре приблизительно + 20 °С. 

Обработка сорбента производиться раствором в течении 30 – 60 минут в соотношении 

соотношение сорбент: раствор кислоты = 1 : 20. По истечении указанного времени 

контактирования сорбент промывается дистиллированной водой до достижения 

нейтрального значения рН, после чего модифицированный сорбент проходил стадию 

сушки до постоянной массы при 70 °С. [33 – 36]. В качестве растительного сырья, 

содержащего целлюлозу можно использовать початки кукурузы (Zea mays) [33], опилки 

ясеня (Fráxinus excélsior) [35]. Или льняную костру (Línum usitatíssimum) [34, 36]. А также 

иное растительное сырьё, содержащее целлюлозу в достаточном количестве. 

Внесение микроорганизма R. Erythropolis в структуру модифицированного целлюлозного 

сорбента с помощью центрифугирования, на дно пробирки притапливается целлюлозный 

сорбент и наливается среда с заранее выращенными микроорганизмами.   

Промежуточный этап (подготовка к биоремидиации): поскольку мы используем для 

очистки от углеводородов адаптированный штамм Rhodococcus erythropolis DCL14, то нам 

необходимо знать к каким конкретно условиям нужно адаптировать штамм (соленость, рН 

почв; содержание специфических ионов и т.д.). Для этого будет проведен анализ почвы на 

содержание тех или иных веществ (на те вещества, которые будут лимитировать рост и 

развитие штаммов).  

Состав наиболее часто используемой среды для выращивания родококов: 

(модифицированная среда Сотона) [11]. В граммах на литр (г/л) 



L-аспарагин - 5,0 г/л 

Лимонная кислота - 4,0 г/л 

Аммоний лимоннокислый двухзамещенный - 2,0 г/л 

Калий фосфорнокислый двухзамещенный - 5,0 г/л 

Магний сернокислый - 0,5 г/л 

Железо сернокислое - 0,05 г/л 

Цинк сернокислый - 0,1 г/л 

Глицерин - 50,0 г/л 

Аммоний азотнокислый - 0,2 г/л 

Н-алканы (С. 12 - С. 17) - 20,0 г/л 

Вода дистиллированная - До 1л 

Реакция рН примерно 7,3 – 7,5, доводиться с помощью 25 % раствора аммиака  

3. Экологическая реставрация территории: После проведения работ по 

биорекультивации необходимо завершить экологическую реставрацию местности. Самым 

распространенным методом восстановления почв в сибирском регионе (после окончания 

добычи угля или рудных ископаемых), является метод зону рекультивации потенциально 

плодородных почв (суглинков) [14], без использования биологических методик. В случае 

если на рекультивируемой территории обрыв – необходимо сделать поверхность более 

пологой, например, как описывает патент [15]. С последующей высадкой на 

рекультивируемые почвы того фитоценоза, который имел место до разлива нефти.   

Наши рекомендации: Период «лабораторной» адаптации у приведенного нами штамма, 

занимает около 2 – 3 месяцев [10], за это время нефтепродукты могут значительно изменить 

состав почвы и нанести значительный вред экосистемам. Поэтому стоит заранее 

адаптировать небольшие культуры штаммов на используя условия разных участков 

севморпути.     

Иные методы адаптации бактерий: говоря о методах адаптаций организмов к 

экстремальным условиям (по температуре, концентрации ионов, протонов водорода и т.д.) 

нельзя не упомянуть о методике генной инженерии CRISPR – 9.  Однако методы генной 

инженерии не лишены недостатков. Прежде всего, это известные законодательные 

ограничения на применение ГМО. Кроме того, некоторые эксперты высказываются против 

их повсеместного внедрения из-за страха возможных негативных последствий в виде 

эпидемий, эпизоотий, инвазий, болезней растений.  

Методика мониторинга: Мониторинг восстановленных экосистем мы планируем 

осуществлять методами биоиндикации по оценке гомеостаза развития [21]. А также по 

оценке метаболической активности биообъектов методом DBNG (Detection of Biogenic 

Nanoparticles Growth / Generation - DBNG). Данный метод может применяться как в 

биоиндикации, так и в биотестировании [20]. Будем оценивать общее благополучие 

экосистем, поскольку «приборные» методы измерения зачастую не могут дать 

объективную оценку состояния экосистемы. Это обусловлено тем, что для разных 

экосистем ПДК загрязнителей среды могут отличаться от ПДК для человека 



Биобезопасность: штамм R. Erythropolis классифицирован как условно-патогенная 

бактерия [22], вызывающий инфекции у пациентов с вирусом иммунодефицита человека 

(ВИЧ) или у пациентов, перенесших трансплантацию органов [27,28,29,30]. Безопасен для 

использования в биоремедиации загрязненных сред, не требует специальных мер 

предосторожности в области охраны труда в процессе применения и оказывает слабое 
воздействие на окружающую среду [16], в отличие от Rhodococcus fascians — это 

фитопатогенная бактерия, которая вызывает фасциацию у широкого спектра однодольных 

и двудольных растений. Эта инфекция приводит к различным порокам развития, начиная 

от деформации листьев и заканчивая образованием ведьминых мётел и листовых галлов. 

[28], А. guillouiae являются условно – патогенными, могут вызывать заболевание у лягушек, 

для человека безопасны [17]. 
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